























































ACAT: Acyl-CoA cholesterol acyltransferase 
ACS: Acyl-CoA synthetase 
AGPAT: acylglycerol -3-phosphate O-acyltransferase 
Acyl-CoA: Acyl coenzyme A 
BSA: bovine serum albumin 
cDNA: complementary deoxyribonucleic acid 
cPLA2: cytosolic phospholipase A2 
DAG: diacylglycerol 
DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's medium 
EDTA: ethulenediaminetetraacetic acid 
FCS: fetal calf serum 
GAPDH: glyceraldehydes 3-phosphate dehydrogenase 
GPAT: glycerol-3-phosphate acyltransferase 
HT: hetero type 
iPLA1: intracellular phospholipase A1 
KD: knockdown 
KO: knock-out 
LC: liquid chromatography 
LPA: lysophosphatidic acid 
LPC: lysophosphatidylcholine 




LPIAT: Lysophosphatidylinositol Acyltransferase 
LPL: lysophospholipid 
LPLAT: lysophospholipid acyltransferase 
LPS: lysophosphatidylserine 
MBOAT: membrane bound O-acyl transferase 
MS: mass spectrometry  
MQ:超純水 
MRM: Multiple Reaction Monitoring 






PLA: phospholipase A 
PS: phosogatidylserine 
PBS: phosphate-buffered saline 
PCR: polymerase chain reaction 
RNA: ribonucleic acid 
siRNA: small interfering RNA 































されていた。具体的にはジアシルリン脂質の脂肪酸部の決定は de novo のリン脂質生合
成経路と脂肪酸リモデリング経路により担われると考えられている。2-4 	 de novo のリ
ン脂質生合成経路はケネディー経路とも呼ばれ、解糖系からのグリセロ-3-リン酸（G3P）
に脂肪酸が付加されリゾホスファチジン酸（LPA）、続いて PA が合成される。PA のリ
ン酸基部分に様々な構造極性基が付与されることで PC、PE、PI、PG、PS などが合成











機構に関して特に sn-2 位のリモデリング反応を担う PLA2や LPLAT の候補分子の同定
が数多く報告されるようになった。例えば PLA2 は細胞内型の cPLA2 ファミリー5 や
iPLA2のファミリー6の分子がリモデリングを担う PLA2であることが示唆されている。
LPLAT の解析としては LPIAT1 （MBOAT7）が同定され、LPI の sn-2 位にアラキドン
酸（20:4）を導入活性に寄与し、LPIAT1 KO マウスでは 20:4 含有 PI 量の減少とともに
脳の形態形成異常を示す。7	 また LPCAT3 は主に LPC の sn-2 位にアラキドン酸等の









の sn-1 位のリモデリング機構の存在やそれを司る分子が報告された。細胞内型 PLA1
（iPLA1）は酵母からヒトまで保存されている PLA1であり、線虫においては 1 種類が知
られる（ciPLA1）。ciPLA1の変異体はある種の seam cell と呼ばれる幹細胞様細胞の非対
称分裂に異常をきたすとともに PI の sn-1 位の脂肪酸組成が 18:0 から 18:1 へと変化し
ていた。興味深いことに線虫に存在するある種のアシルトランスフェラーゼ
（acyl-8,-9,-10）の三重変異体においても同様の分裂異常と PI の脂肪酸組成の変化が観
察されたことから PLA1と LPLAT による PI の sn-1 位のリモデリング反応の重要性が示
唆されている。9 	 acyl-8,-9,-10 の哺乳類のホモログである LYCAT（LCLAT1）も PI
の sn-1 位に 18:0 の脂肪酸を導入することがわかっている。しかしながら LYCAT KO マ
ウスにおいて LPI や LPG に対する sn-1 位アシル化活性は低下するものの LPC や LPE
に対する活性が残存していた。10	 このことからも LYCAT 以外の sn-1 位 LPLAT の存
在や PI 以外の PC などのリン脂質においても sn-1 位リモデリング機構が存在する可能
性が示唆されていた。 
	 上述した細胞内型 PLA1（iPLA1）は哺乳類において 3 種類の遺伝子が存在し、そのう
ち iPLA1αとγは遺伝性痙性対麻痺（HSP）と呼ばれる神経疾患の原因遺伝子として報
告されているがその病態発症の詳細な分子メカニズムは不明である。11-13 	 私の所属す
る研究室では哺乳類の iPLA1が sn-1 位の脂肪酸リモデリング反応に関わるのか、またそ
の細胞内機能はどのようなものなのか前任者によりその検討が行われた。iPLA1αとγは







反応の阻害が検討された。具体的には LPLAT のアシル基ドナーである Acyl-CoA レベル
を Acyl-CoA 合成酵素（ACS）のブロードな阻害剤である Triacsin C で処理することで




活性を検出することができた（Figure 4）。また阻害剤の処理において siRNA による
iPLA1 のノックダウンによりリゾリン脂質の減少を捉えることができたことから iPLA1
は LPLAT と強く共役し、内在レベルでも sn-1 位のリモデリング反応に寄与することが
明らかになった。またこの iPLA1による sn-1 位のリモデリング反応はミトコンドリアの
形態形成に影響を与えることが見出された。14 この現象は私の手でも実験的に再現する




脂質は sn-1 位アシル化する LPLAT によりアシル化反応を受けることが想定されること
から培養細胞は内在性に強い sn-1 位アシル化活性を持ち、その活性を担う分子が発現し
ている可能性が考えられた。観察された 2-アシル型リゾリン脂質は LPC などの上述し
た sn-1 位アシル化 LPLAT である LCLAT1（LYCAT）が基質としないリゾリン脂質の
上昇も観察されたことから LYCAT 以外の未同定の sn-1 位アシル化 LPLAT の存在が示
 8 
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質、Acyl-CoA などの脂質標準品は Avanti Polar Lipid から購入した。安定同位体標識
13C16-16:0 Acyl-CoA は SIGMA から購入した 
	 各種 LPLAT の発現ベクター（LPGAT1、LCLAT1、LPCAT1：pCXN2.1 ベクター）
は国立国際医療研究センター	 進藤先生より供与いただいた。各LPLATに対する siRNA
は Silencer Select siRNA (Thermo Fisher Scientific)を使用し、各 LPLAT 遺伝子に対し
て 2 種類の異なる配列を持つ siRNA を検討した。 
 
【細胞の維持】 
	 培養細胞は HeLa 細胞、HEK293A 細胞（Thermo Fisher Scientific）、COS-1 細胞（東
北大 田口先生より分与）を使用した。（継代数はおよそ P+10〜P+30 で使用）培養には 
10% FCS 、PSG 含有の DMEM と PBS を用い 2 日おきに行い、培養は 5% CO2 存在
下の CO2 インキュベーター (37℃) にて行った。 
細胞の維持に用いた試薬は以下の通りである。 
	 DMEM 
	 	 DMEM (日水製薬)	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	        4.75 g 
	 	 MilliQ water	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 500 mL 
 
	 オートクレーブ滅菌 (121℃ , 20 分間) 後、以下の試薬を加えた。 
	 	 100 x PSG                                                        5 mL 
	 	 10% (w/v) NaHCO3                                               7.5 mL 
    FCS (GIBCO)                                                    50 mL 
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	 100 x PSG 
	 	 Penicillin G sodium salt (SIGMA)                                 5000 U 
	 	 Streptomycin sulfate (GIBCO)                                    5 g（5000 U） 
	 	 L-Glutamine (GIBCO)                                           14.6 g 
	 	 MilliQ water                                                    500 mL 
	 Poresize 0.2 µm の 595 Bottle Top Filters (NALGENEL abware)で濾過滅菌し、
-20 ℃で保存した。 
 
	 FCS (GIBCO) 
	 	 56 ℃で 30 分間加熱し非働化した後、-20℃で保存した。 
	 10% (w/v) NaHCO3 
	 	 NaHCO3 (Wako)                                                   10 g 
	 	 MilliQ water                                                    100 mL 
	 オートクレーブ滅菌 (121℃ , 20 分間) 後、使用した。 
 
	 25 x PBS 
	 	 NaCl (Wako)                                                       40 g 
    KCl (Wako)                                                         1 g 
	 	 Na2HPO4・12H2O (Wako)                                         14.5 g 
	 	 KH2PO4 (Wako)                                                     1 g 
	 	 MilliQ water                                                    500 mL 





	 培養細胞のトランスフェクションは主に 24well-plate を用いた実験系で行った。 
• プラスミドの導入 
	 培養細胞を 1.0x105 cells/mL となるように 10% FCS 、PSG 含有の DMEM で懸濁し、
24 well plate (greiner bio-one) に播種し、5%CO2存在下で 24 時間培養した。培養後、
plasmid DNA（特に断りがない場合は 300 ng/well）を用い、OptiMEM（GIBCO）で
200 倍希釈した Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific)と混合し、125 µL/well
でトランスフェクションを行い、24 時間後に解析を行った。 
• siRNA の導入 
	 培養細胞を 0.5x105 cells/mL となるように 10% FCS 、PSG 含有の DMEM で懸濁し、
24 well plate に播種し、5%CO2存在下で 24 時間培養した。培養後、目的の siRNA（特
に断りがない場合は最終濃度 10 nM）を用いOptiMEMで 100倍希釈したLipofectamine 
RNAiMAX (Thermo Fisher Scientific)と混合し、100 µL/well でトランスフェクション




	 各種処理を行った培養細胞は以下に示す HBSS で 2 回 Wash を行い、internal 
standard（リゾリン脂質解析は 17:0 LPA、 17:0 LPC、ジアシルリン脂質解析は di-12:0 
PC/PE/PG/PA/PS/ di-8:0 PI）を含む酸性化メタノール（1 M ギ酸アンモニウム 1 mL とメ
タノール 99 mL にギ酸を添加し pH 4 に調製）120 µL を well に添加し、4 ℃ 10 分間
静置したのち回収し、0.2 µm フィルター（YMC）で処理して LC-MS サンプルとした。 
	 血清脂質解析は血清と internal standard-MeOH 溶液を 1:9 の比率で混合し、4 ℃下
21,500 x g, 5 分間遠心した上清をサンプルとした。 
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	 HBSS (Hanks’ Balanced Salt solution) 
	 	 0.5M HEPES (pH 7.4)                                           10 mL 
    MilliQ water                                                  790 mL 
1N KOH (Wako) で pH 7.4 に調整後、オートクレーブ滅菌 (121℃ , 20 分間) 後、以下
の試薬を加えた。 
	 	 HBSS solution 1                                                100 mL 
	 	 HBSS solution 2                                                100 mL 
 
	 HBSS solution 1 
	 	 KCl (Wako)                                             	 	 	 	 	 	  4 g 
	 	 KH2PO4 (Wako)                                        	 	 	 	 	 	  0.6 g 
	 	 NaCl (Wako)                                           	 	 	 	 	 	  80 g 
	 	 Na2HPO4・12H2O (Wako)                              	 	 	 	 	 	  1.2 g 
	 	 D-Glucose (Wako)                                      	 	 	 	 	 	  10 g 
	 	 MilliQ water                                                 	 	 up to 1 L 
	 オートクレーブ滅菌 (121℃ , 20 分間) 後、使用した。 
 
	 HBSS solution 2 
	 	 CaCl2・2H2O (Wako)                                  	 	 	 	 	 	 1.85 g 
	 	 MgCl2・6H2O (Wako)                                     	 	 	 	 	   1 g 
	 	 MgSO4・7H2O (Wako)                                                1 g 
	 	 MilliQ water                                                 	 	 up to 1 L 




【細胞からの Total RNA 抽出、逆転写反応、定量 PCR】 
	 Total RNA の抽出は GenElute™ Mammalian Total RNA Miniprep Kit（SIGMA）を
用いて、kit の標準的な protocol に従い行った。サブコンフルエントまで培養した
HEK293A 細胞または HeLa 細胞に Lysis buffer を添加してサンプルを調製した。 
	 DNase 処理は定量 RT-PCR 時におけるゲノム DNA のコンタミネーションを除く目的
として抽出した RNA を DNase で処理した。サンプルを reaction buffer と DNase1
（SIGMA）を混合し、37 ℃にて 30 分間反応させ、その後 stop buffer を加え、70 ℃
にて 10 分間静置して後処理を行った。処理前後のサンプルを電気泳動してゲノム DNA
のバンドの消失を確認した。逆転写反応は High capacity cDNA RT-kit（Applied 
Biosystems）を用いて kit の標準的な protocol に従い行った。プライマーは定量 PCR
のサンプルとするものはランダムプライマーを用いた。反応は PCR サーマルサイクラー
（タカラバイオ）を用いて、25 ℃にて 10 分間、37 ℃にて 120 分間、85 ℃にて 5 分間
で行い、サンプルは反応後のサンプルは-20 ℃で保存した。定量 PCR は以下の条件で行
った。反応は上記の逆転写反応により得られた cDNA を template として SYBR Premix 
Ex Taq（TaKaRa）とプライマ （ー200 nM）と混合して ABI7200（Applied Biosystems）
を用いて反応を行った。それぞれ個別に抽出した 3 つの RNA サンプルに対してそれぞ
れ 2 well 分の反応を行い、平均値を算出した。発現量はΔCt 値法により GAPDH の発
現量で補正した形で表記した。また PCR 産物を MultiNA（SHIMADZU）キャピラリー
電気泳動システムにより分離してその特異性を確認した。プライマーは増幅領域が 80 bp
〜150 bp になるかつ exon-exon junction を挟むように Primer-BLAST を用いて設計し





Gene （human） forward primer（5'-3'） reverse primer（5'-3'） 
LPAAT1 caggttcccattgtccccatag cattgtcccgaggtgaagcg 
LPAAT2 ggggcgtcttcttcatcaacc atgggcacgttctccctgac 
LPAAT3 tgaccttgtgccttggacg gatgaccagaccactcaccac 
LPAAT4 tcttctttgtggcctccgtg tcagtcattcagtttctgcttgc 
LPGAT1 acagtgatggaatggggagaag tcatctgagcaacaaccagtc 
LCLAT tcatgctgagtccctttttacc ccaataatgccacaggtaggg 
LPCAT1 ctgtggaggaaggttgtggac aagtaggacgagtgaggcg 
LPCAT2 agtcctcctcagatacccaaac gaactggcataaactcaacttctac 
LPCAT3 ctatgacaaccaccccttctg atactccttctgtgaccagcc 
LPCAT4 cccttttgggcctttatcttgc agcagtaattgtgcatgttctcc 
LPEAT1 ctcccgaagatgcaggatgg ggcataccacaaaattcacctgg 
LPEAT2 atcgtcctctttctcctctggc gcacacagtcttcctccatcctg 
LPIAT1 tggctctggcctggactttctc tcaccagcttcagcgtcagcag 
AGPAT5 gacgcaggaactccaatgtatc gcagcaaatgcctgactagc 
TMEM68 atcgtatggggtcatcgcag tcttcgtttgttcctccaagtg 
Tafazzin tcctgaaactccgccacatc attctgctcctcggcacac 
GNPAT ggttttgtgccttcaccctg cctggatggctctttgtagtttc 








	 液体クロマトグラフィー（LC）システムは Nanospace システム（大阪ソーダ）ある
いは UltiMate 3000（Thermo Fisher Scientific）を用いた。質量分析計（MS）はイオン源と
して ESI-Ⅱプローブを装着した四重極トリプルステージ型質量分析系である TSQ 
Quantum ultra (Thermo fisher Scientific）あるいは TSQ Quantiva（Thermo fisher 
Scientific）を用いた。 
	 リゾリン脂質の測定は以下条件でサンプルを 20 µL インジェクションして行った。 
リゾリン脂質の分離は C18 カラム （CAPCELL PAK C18 ACR, 3 µm, 1.5 mm × 250 
mm,大阪ソーダ） を用いて、２種の移動層（A: 5 mM ギ酸アンモニウム（pH 4.0）、
B: 5 mM ギ酸アンモニウム／アセトニトリル（5:95, v/v, pH 4.0））のグラジエントによ
り行った。グラジエントは以下の通りである。0 から 12 分にかけて B を 60%から 95%
まで上げ、5 分間 B を 95%で維持する。その後 3 分で B を 60%まで下げる。流速は 150 
µl/min で行った。リゾリン脂質測定に用いた MRM の設定は以下のとおりである。LPC
は positive mode で、LPE, LPI, LPG, LPS は negative mode で行った。Precursor ion
はプロトン付加、あるいはプロトン脱離した１価のイオンを選択し、product ion はそれ
ぞれm/z 153 （LPA）, 184 （LPC）, precursor ionから 87 neutral lossしたもの （LPS）、
対応する脂肪酸分子の m/z （LPE, LPG, LPI）で測定した。分離した 1-アシル体と 2-
アシル体リゾリン脂質を分けて定量解析した。 
	 ジアシルリン脂質の測定は、以下条件でサンプルを 10 µL インジェクションして行っ
た。ジアシルリン脂質の分離は C8 カラム （CAPCELL PAK C8 UG120, 5 µm, 1.5 mm 
× 150 mm, 大阪ソーダ）を用いてリゾリン脂質の解析時と同様に２種の移動層（A: 5 
mM ギ酸アンモニウム（pH 4.0）、B: 5 mM ギ酸アンモニウム／アセトニトリル（5:95, 
v/v, pH 4.0））のグラジエントにより行った。グラジエントは以下の通りである。0 分か
ら 5 分にかけて B を 5%から 60%まで上げ、5 分から 10 分にかけて B を 60%か 85%ま
で上げ、10 分から 17 分にかけて B を 85%か 95%まで上げ、10 分間 B を 95%で維持す
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る。その後 3 分で B を 5%まで下げる。流速は 200 µl/min で行った。MRM の設定は以
下のとおりである。precursor ion は positive mode にて、プロトン付加（PC、PE、PS、
PG）、あるいはアンモニウム付加（PI、PA の）の１価のイオンを選択し、product ion
はそれぞれ m/z 184（PC）、他のリン脂質は対応する［DAG-OH］＋	 として測定を行な
った。脂肪酸分子種解析を行う場合は negative mode でプロトン脱離した１価のイオン
を precursor ion として product ion scan により脂肪酸分子種解析した。各脂質量は添加




	 セルスクレイパーを用いて培養細胞を剥がし、TSC buffer（20 mM Tris / 10% Sucrose 
/ cOmplete protease inhibitor cocktail（ロシュ））に懸濁して超音波処理により細胞を
破砕した。その後、粗遠心し（800 x g, 10 分間）、上清を超遠心（100,000 x g, 60 分間）
して得られたペレットを TSE buffer（20 mM Tris / 10% Sucrose / 1 mM EDTA）に懸




• PLA1反応による 2-アシル型リゾリン脂質の生成 
	 di18:1 あるいは目的の脂肪酸種を有する ジアシルリン脂質を基質として 78 mM リン
酸 buffer（pH 7.4）/10%ジエチルエーテル / 0.05% TritonX100 / 2 mM CaCl2条件下
Rhizomucor miehei 由来 リパーゼ（Sigma）を用いて（基質 1 nmol に対して 1 unit）
37 ℃ 80 分間反応後、9 倍量の酸性化メタノール（上述）を添加して反応を停止した。
4 ℃下 21,500 x g, 5 分間遠心後の上清を固相抽出のサンプルとした。 
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• 固相抽出による 2-アシル型リゾリン脂質の精製（残存ジアシルリン脂質の除去） 
	 Bond Elut C18（Agilent Technologies）を水系溶媒 A:5 mM ギ酸アンモニウム水溶液
（pH 4）と有機系溶媒 B:5 mM ギ酸アンモニウム 99.5% MeOH（pH 4）を用いてコン




• 1- アシル/2-アシル型優位な基質リゾリン脂質の調製 
	 精製した 2-アシル型リゾリン脂質（>95% 2-アシル型）の溶媒を留去して 100 mM Tris 
buffer（pH 8.9）に溶解してアシルマイグレーション反応により調製した。反応 0 分に
おいて酸性化メタノールで反応停止したものを 2-アシル型リゾリン脂質優位基質（>90% 
2-アシル型）、37℃ 120 分間反応後に酸性化メタノールで反応停止したものを 1-アシル
型リゾリン脂質優位基質	 （>90% 1-アシル型）とした。調製したリゾリン脂質濃度並び
に基質の 1-アシル/2 アシル比率を LC-MS により確認した。 
 
【LPLAT Assay】 
	 基質リゾリン脂質（最終濃度 10 µM）が溶けている酸性化メタノール溶液の溶媒をエ
バポレーションにより除き、200 mM Tris-buffer（pH 7.4）、各種 Acyl-CoA（最終濃度
2 µM）、Tween20（最終 0.03%）を添加し Assay mix を調製して試験管に分注した。調
製した膜画分を一定量（タンパク量として 0.05〜0.5 µg）添加して 37 ℃ 10 分間反応後 
クロロホルム/メタノール（1/2, v/v）で反応を停止した。Internal standard（di-12:0 
PC/PE/PG/PA/PS/ 31:1 PI）を添加し、その後クロロホルムと MQ 等量ずつ加え、190 x 
g, 5 分間遠心した。二層分離した下層を回収してエパポーレーションし、メタノールに
再溶解して LC-MS により生成したジアシルリン脂質を定量し、活性を算出した。 
 
 24 
【LPLAT assay product のアシル基位置解析】 
	 LPLAT assay product をサンプルとして Bond Elut C8（Agilent Technologies）にロ
ードし、上述した 90%B 溶液で Wash したあと 100%B 溶液で溶出して Assay 基質のリ
ゾリン脂質を除去した。溶出液の溶媒を留去して 100 mM Tris-buffer（pH 8.9）溶解し
て 0.1 unit の bee PLA2（Sigma）と 37 ℃で 10 分間反応させ、生じたリゾリン脂質分




	 10% FCS-DMEM 溶液に最終濃度 500 nM の MitoTracker Red CMXRos または
MitoTracker™ Deep Red FM（Thermo fisher Scientific）を添加し 37 ℃ 30 分間処理
することでミトコンドリアを蛍光染色/可視化した。 
 
• 免疫染色（FLAG 染色、Drp1 染色） 
	 24 well plate 上にガラスプレートを配置して細胞を培養した。染色は HBSS で 2 回
Wash 後、4% PFA-PBS で室温にて 20 分間処理して固定、PBS で 2 回 Wash を行った
後 0.1% triton X100-PBS で室温にて 20 分間処理して膜透過処理を行った。PBS で 2
回 Wash を行った後 3% BSA-PBS で室温にて 30 分間処理してブロッキングし、一次抗
体として抗 N-FLAG 抗体である 2H8抗体（wako）あるいは抗 Drp1抗体（BD Biosciences）
を 3% BSA-PBS で 250 倍希釈したものを用い、室温にて 90 分間処理した。PBS で Wash
（5分間×3）後に二次抗体としてAlexa-Fluor488標識された抗マウス IgG抗体（Thermo 
fisher Scientific）を 3% BSA-PBS で 400 倍希釈したものを用い、遮光下において室温
にて 45 分間処理した。PBS で Wash（5 分間×3）後に封入し、共焦点顕微鏡 LSM800（Carl 




	 24 well plate 上にガラスプレートを配置して細胞を培養した。各種処置後、室温下 2%






	 導入するジアシルリン脂質の溶媒を留去し、PBS を添加して 60℃に加温後プローブ型
超音波装置にて超音波処理（2 分間 x 3 回）した。3000 x g, 5 分間遠心後の上清を回収
し、上清 2/5倍量のDMEMに溶解した 40 mM methyl-α-Cyclodextrin (DS-11)（cyclolab）
を添加して混合、続けて 30% FCS-DMEM を上清 3/5 倍量添加混合して脂質 - 
Cyclodextrin 複合体溶液を調製した。培養細胞において siRNA 導入 48 時間後に培養液





	 LPGAT1 欠損マウス（C57BL/6N-Lpgat1em1(IMPC)J/J）は The Jackson Laboratory より
LPGAT1 ヘテロ欠損マウスを購入し、自然交配により得られたものを使用した。マウス
の維持は東北大学大学院薬学研究科の SPF 動物施設内で行い、自由飲水及び摂食下で明
期（9:00-21:00）、暗期（21:00-翌 9:00）の 24 時間周期にて飼育した。また、動物の取
り扱いには東北大学大学院薬学研究科動物実験委員会が作成した「実験動物の取り扱い
に関する指針」に基づいて行った。 
	 マウスのジェノタイピングはマウスの尾の一部を採取し、50 mM NaOH で 95 ℃で
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100 分間 incubate し、1 M Tris-HCl（pH 8）で中和したものをゲノム template とした。
得られた template を用いて WT アレル用と KO アレル用の PCR を行い、3%アガロー
スゲルで泳動して増幅産物を確認した。以下 PCR の条件を示す。 
PCR 反応液組成 
	 	 10 x PCR buffer mix                                             2 µL 
	 	 2.5 mM dNTP                                        	 	 	 	   1.6 µL 
	 	 forward primer（100 µM）                                      0.1 µL 
	 	 reverse primer （100 µM）                             	 	 	   0.1 µL 
	 	 recombinant Taq                                      	 	 	 	  0.2 µL 
	 	 Template                                                       2 µL 
	 	 MilliQ water                                                   14 µL 
プライマー 
WT アレル PCR 用（207 bp） 
forward primer：5’-GCTTTAGTTTCTGTCACTTGCC-3’ 
reverse primer：5’-ATTACAACTTAGATGTTTACCAACAGG-3’ 
KO アレル PCR 用（242 bp） 
forward primer：5’- AGATTGAGTGCTTCCACGAGC-3’ 
reverse primer：5’- CAAAATCAACAGTTCAAACACTGGC-3’ 
反応条件 
95 ℃ 3 分間→（95 ℃ 30 秒→ 55 ℃ 30 秒→ 72 ℃ 30 秒）のサイクルを 35 サイク
ル → 72 ℃ 60 秒→ 10 ℃ で保持 
	  
	 血清の調製は採血管で採取した血液を 37 ℃で 60 分間 incubate して凝血させ、４ ℃





1. HEK293A 細胞/HeLa 細胞における LPLAT 分子の発現と siRNA を用いた発現抑制 
	 私は ACAT 阻害剤を用いた検討から強い 2-アシル型リゾリン脂質の蓄積がヒト培養細
胞である HEK293A 細胞、HeLa 細胞の両細胞共に観察されたことからこれらの細胞に
発現する LPLAT 分子を解析することで未同定の sn-1 位アシル化 LPLAT 分子の同定を
試みた。ACAT は既存の多くの LPLAT 分子が同定されている AGPAT/MBOAT family
に属していることから ACAT 阻害剤は ACAT のみならず近縁の AGPAT/MBOAT family
に属する LPLAT 分子を阻害していることが想定された（Figure 7）。つまり
AGPAT/MBOAT family に属する既存の LPLAT 分子の中に sn-1 位アシル化活性を有す
る LPLAT 分子が存在していることが考えられた。そこでまず HEK293A 細胞、HeLa
細胞において AGPAT/MBOAT family 中の主要な LPLAT 分子の発現を定量 RT-PCR に
より確認した（Figure 8）。HEK293A 細胞と HeLa 細胞において各 LPLAT 分子の発現
パターンに違いは認められたものの TMEM68 を除く、ほぼ全ての LPLAT 分子の発現が
確認された。次に発現が認められた LPLAT 分子のうち文献情報などの基質選択性から
11 種の LPLAT 分子を選定し、それぞれ特異的な siRNA を培養細胞に導入して発現抑制
が可能か検証した。siRNA 導入 48 時間後において発現抑制を行なった LPLAT 分子の全
てにおいて mRNA レベルで 80%以上の発現抑制が認められることを確認した（Figure 
9）。また、各 LPLAT 分子の siRNA により他の LPLAT 分子の発現が顕著に低下しない







2. sn-1 位アシル化 LPLAT の探索①	 LPLAT の発現抑制時における 2-アシル型リゾリ
ン脂質の解析 
	 培養細胞において ACAT 阻害剤の処置により LPLAT 分子が機能阻害されることで 2-
アシル型リゾリン脂質の増加が観察されたことから特定の LPLAT 分子の発現抑制時に
2-アシル型リゾリン脂質が観察されればその発現抑制を行なった LPLAT 分子が sn-1 位
アシル化活性を有している LPLAT 分子候補になり得ると想定した。そこでまず siRNA
で発現抑制が可能であった 11 種の LPLAT 分子を単独で発現抑制した際の培養細胞の 2-
アシル型/1-アシル型リゾリン脂質レベルを解析した。既存の sn-1 位アシル化酵素である
LCLAT1（LYCAT）に加え検証した 11 種の LPLAT 全てにおいて顕著な 2-アシル型リ




た。するといくつかの LPLAT 分子の複数発現抑制時に 2-アシル型リゾリン脂質の増加
傾向が観察された。特に LCLAT1（LYCAT）に加えて LPGAT1 と命名された LPLAT
を発現抑制した時に 2-アシル型リゾリン脂質の増加傾向が観察された（Figure 11）。 
しかしながら観察した 2-アシル型リゾリン脂質の増加は阻害剤を処置した時に比べ非常
に弱く、間接的な影響も想定された。そこで LPLAT 分子の直接の活性評価系を構築し、
sn-1 位アシル化活性を有している LPLAT の探索を進めた。 
 
3. 2-アシル型リゾリン脂質を用いた sn-1 位導入 LPLAT 活性の評価系構築 
	 試験管内の生化学反応による LPLAT 活性の評価は通常アシル基アクセプターのリゾ
リン脂質、アシル基ドナーの Acyl-CoA、LPLAT の酵素源として組織や培養細胞から調
製したミクロソーム画分や膜画分を混合して反応産物のジアシルリン脂質の形成活性に
より行われる。リゾリン脂質は通常の生理的条件や多くの市販品では 1-アシル型が 9 割、
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なリゾリン脂質混合物であり sn-2 位へのアシル基導入 LPLAT 活性の評価には適してい
るが sn-1 位へのアシル基導入 LPLAT 活性の評価には向かいない。そこでまず sn-1 位へ




告した 15（Figure 13）。	 私はこの系を応用してまず in vitro PLA1反応の検討を行い、
反応を酸性化したメタノールで停止させることで効率よく 2-アシル型リゾリン脂質を調
製する PLA1条件を検討した。検討の詳細は割愛するが検討結果を示した（Table 1）。変




ことができた（data not shown）。このように調製した 2-アシル型リゾリン脂質調製物の
2-アシル型リゾリン脂質は 90%〜95%以上を占める高純度のものであり（Figure 14）、
酸性メタノール中で冷凍保存することで長期にわたり大量にストックすることが可能に
なった。次にこのようにして調製した 2-アシル型リゾリン脂質を用いて実際に sn-1 位へ
のアシル基導入 LPLAT 活性の評価が行えるのか検討した。実際の活性評価の流れを図
示した（Figure 15）。すでに sn-1 位導入活性が報告されていた LYCAY（LCLAT1）9-10
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をモデル LPLAT として HEK293A 細胞に過剰発現させて超遠心法により膜画分を調製
した。酸性メタノールを溶媒留去して反応バッファーに置換し、中性条件で LCLAT1 過
剰発現膜画分と Acyl-CoA と反応させて LPLAT 反応を行なった。中性置換後は 2-アシル
型リゾリン脂質のアシル基転移反応が進行するので迅速に反応を行い、反応前後の 2-ア
シル型/1-アシル型リゾリン脂質の比率を確認した。反応産物のジアシルリン脂質は
LC-MS により定量を行い、その定量値から活性を算出した。また産物一部を in vitro の
PLA2 反応により生じる 1-アシル型のリゾリン脂質の脂肪酸分子種を解析することで実
際に sn-1 位に Acyl-CoA からの脂肪酸が転移されているか確認した。LYCAT の基質と
して 2-アシル型 18:1 LPG を調製し、そこから一部意図的に液性を変化させアシル基転
移反応により 1-アシル型リゾリン脂質を調製した（Figure 16A 左）。このように 2-アシ
ル型優位（>90%）18:1 LPG と 1-アシル型優位（>90%）18:1 LPG の２種の基質に対し
て LPLAT 反応を行うと 1-アシル型優位な基質に比べて 2-アシル型優位な基質で 18:0 
Acyl-CoA からの LPLAT 活性が強く検出された（Figure 16B）。この時反応に用いた 2-
アシル型優位な基質は反応中（37℃ 10 分間）において 1〜2 割程度のアシル基転移が観
察されたが大部分の 2-アシル型リゾリン脂質は保持されていた（Figure 16A 右）。また
2-アシル型優位な基質の反応産物の 36:1 PG を PLA2反応により生じた 1-アシル型 LPG
の分子種のほとんどが 18:0 LPG であり、sn-1 位に Acyl-CoA からの 18:0 が転移された
ものが 36:1 PG の大部分であることがわかった（Figure 16C）。1-アシル型優位な基質を
用いて産生された 36:1 PG も大部分が 18:0 LPG であったことから混入している少量の
2-アシル型 LPG へのアシル基転移によるものと考えらえた。このように LYCAT をモデ
ル LPLAT として sn-1 位への LPLAT 活性の評価が可能であることが確認できた。 
 
4. 培養細胞の内在性 sn-1 位導入活性の評価 
	 次にこれまで構築した sn-1 位アシル化 LPLAT 評価系を用いて培養細胞が内在性に有
している sn-1 位アシル化 LPLAT 活性を評価できるか検証した。未処理の培養細胞
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（HEK293A 細胞/HeLa 細胞）より膜画分を調製して内在性の LPLAT 活性を検証した。 
基質としてこれまでLYCATが基質としない 2-アシル型優位 18:1 LPCと 18:0 Acyl-CoA
を用いて実際に sn-1 位アシル化 LPLAT 活性が検出できるか検討した。すると反応なし
のコントロール条件に比べて強い 36:1 PC の産生を検出した（Figure 17A）。またこの
生成産物の 36:1 PC を PLA2処理した 分子種解析では 1-アシル型 18:0 LPC が 8 割以上
検出されたことから産生された 36:1 PC の大部分が sn-1 位に 18:0 が導入された産物で
あることを確認した（Figure 17B）。このように培養細胞は内在性に強い sn-1 位アシル
化 LPLAT 活性を有していることが直接の活性評価によっても確認された。 
 
5. sn-1 位アシル化 LPLAT の探索②	 LPLAT の発現抑制時における sn-1 位導入
LPLAT 活性の評価 
	 先に示してきたように培養細胞は内在性に強い sn-1 位アシル化 LPLAT 活性を示すこ
とから特定の LPLAT 分子を発現抑制し、その膜画分の活性を評価することで sn-1 位ア
シル化 LPLAT 活性を有する LPLAT 分子の探索を行なった。HEK293A 細胞と HeLa
細胞において先に述べた11種類のLPLAT分子に対して siRNAにより発現抑制を行い、
48 時間後に膜画分を調製し、先に検証した 2-アシル型優位 18:1 LPC と 18:0 Acyl-CoA
を用いた 36:1 PC 形成活性での評価を行なった。すると HEK293A 細胞、HeLa 細胞の
どちらの細胞においても LPGAT1を発現抑制した条件において顕著に 36:1 PC形成活性
の低下が観察された（Figure 18A）。これにより LPGAT1 を新規の sn-1 位アシル化
LPLAT 分子の候補分子として同定した。また、基質を変更して 2-アシル型優位 18:1 LPC
と 16:0 Acyl-CoA の反応では LPCAT1 の発現抑制により活性低下が 2-アシル型優位 Soy
（18:2 優位） LPI と 16:0 Acyl-CoA 反応では LYCAT（LCLAT1）の発現抑制により活




6. sn-1 位アシル化 LPLAT の探索③	 LPLAT の過剰発現時の活性の評価 
	 発現抑制系において内在性の sn-1 位アシル化 LPLAT 活性への寄与が想定された
LPGAT1、LPCAT1、LYCAT（LCLAT1）に関してこれら分子の過剰発現膜画分を用い
て直接の LPLAT 活性の評価を行い、sn-1 位アシル化 LPLAT 活性を有しているのか検
証を行なった。基質のリゾリン脂質としては 2-アシル型優位と 1-アシル型優位な条件を
設定し、極性頭部の種類は LPC、LPE、LPI、LPG、LPS、LPA（LPI のみ Soy（18:2
優位）他は 18:1）、Acyl-CoA は 18:0 CoA と 16:0 CoA で検討を行なった。代表的なデー
タとして 18:1 LPG/18:0 Acyl-CoA を用いて LPGAT1 の活性の結果を示す（Figure 19）。 
2-アシル型優位（>90%）18:1 LPG と 1-アシル型優位（>90%）18:1 LPG の２種の基質
で反応の比較を行うと 1-アシル型優位な基質に比べて 2-アシル型優位な基質で 18:0 
Acyl-CoA からの LPLAT 活性が強く検出された（Figure 19A）。また反応産物の 36:1 PG
を PLA2により処理して生じた 1-アシル型 LPGの分子種を解析すると 2-アシル型優位な
基質で反応させた 36:1 PG では PLA2 産物のほとんどが 18:0 LPG であり、sn-1 位に
Acyl-CoA からの 18:0 が転移されたものが検出した 36:1 PG の大部分であることがわか
った（Figure 19B）。1-アシル型優位な基質を用いて産生された 36:1 PG も大部分が 18:0 
LPG であったことから混入している少量の 2-アシル型 LPG へのアシル基転移によるも
のと考えらえた。これらの結果から LPGAT1 は sn-1 位に対して選択的にアシル基を転
移する sn-1 位アシル化 LPLAT であることがわかった。他の様々な基質に関して検討し
た結果をまとめて示した（Table 2）。LPCAT1、LYCAT も 2-アシル型リゾリン脂質を基
質として好み sn-1位アシル化活性を持つことが示唆されたがその基質選択性は異なって
いた。これらの結果から LPCAT1、LYCAT、LPGAT1 に sn-1 位アシル化 LPLAT 活性
があることが示唆された。特に LPGAT1 はこれまで LPG の sn-2 位をアシル化する
LPLAT としてのみ報告されており 16、その機能に関してはほとんど知られていない。そ
こで LPGAT1 の sn-1 アシル化 LPLAT としての性質や生物学的機能を詳細に検討する
こととした。 
 33 
7. LPGAT1 の基質選択性と内在性の活性への寄与 
	 先に示したように LPGAT1 は sn-1 位アシル化活性を示し、LPC、LPE、LPI、LPG、
LPS に対して活性を示した（Table 2）。次に使用したリゾリン脂質の脂肪酸鎖の選択性
を検証した。飽和型の 16:0 LPC、不飽和型の 18:1、18:2、20:4、22:6 LPC（いずれも
2-アシル型優位な LPC を用いた）に対する活性を検証するといずれの LPC を用いた場
合にも活性が検出されたが、不飽和型の脂肪酸を持つ LPC を用いた時に活性が強くでる
傾向を示した（Figure 20）。Acyl-CoA に関しては飽和型、不飽和型 Acyl-CoA を 10 種
検討したところいずれの Acyl-CoA も認識し、活性を示したが特に飽和型 Acyl-CoA に対
する活性が強いことがわかった。中でも 18:0 Acyl-CoA に対する活性に選択性がある傾
向を示した（Figure 21）。また sn-1 位アシル化 LPLAT を探索した時と同様に LPGAT1
を発現抑制した膜画分の sn-1 位アシル化 LPLAT 活性を様々な極性頭部のリゾリン脂質
で検証を行うと LPC、 LPE、LPS、LPG に対する 18:0 アシル化活性に大きな寄与があ




8. 細胞レベルでの LPGAT1 によるリン脂質分子種形成に関する解析 
	 次にLPGAT1が実際に細胞レベルでどのようなリン脂質形成に寄与するのか検討を行
なった。LPGAT1 の過剰発現を行い、遺伝子導入 24 時間後に脂質を回収して LC-MS 解
析により細胞のジアシルリン脂質分子種を解析した。すると特にPC分子種において 18:0
（ステアリン酸）を含有していると考えられる 34:0、36:1、38:4、38:3、40:6、40:5 の
脂肪酸分子種の増加が観察された（Figure 23）。これらの分子種が実際に 18:0 を含有す
る分子種であることを negative モードの LC-MS でも確認した（data not shown）。 
また、逆に LPGAT1 を発現抑制した細胞において発現抑制 48 時間後のリン脂質分子種
を解析すると 34:0（18:0-16:0）の若干に減少に加えて、36:1（18:0-18:1）の脂肪酸鎖を
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持つ PC、PE、PS、PG 分子種の特異的な減少が観察された（Figure 24A,B）。この結果
は先の in vitro における LPLAT 活性で検証された基質選択性と一致する結果であった。
これらの結果から LPGAT1 は細胞レベルで 18:0（ステアリン酸）含有リン脂質形成（特
に 36:1 の脂肪酸分子種）に寄与していることが強く示唆された。 
9. LPGAT1 の細胞内局在解析 
	 LPGAT1 の細胞レベルの機能を探索する目的で細胞内における LPGAT1 の局在を解
析した。N 末端に FLAG 配列を付加した LPGAT1 を HeLa 細胞に発現させ、FLAG に









10. LPGAT1 のオルガネラ形態に及ぼす影響 









いる様子が観察された（Figure 26）。さらに電子顕微鏡観察でも LPGAT1 を発現抑制し
た細胞では同様のフラグメント化して円形状になったミトコンドリアが観察された
（Figure 27）。ミトコンドリアの形態は分裂と融合のバランスにより維持されている 17
が分裂因子として重要な Drp1 の局在を免疫染色により検討すると LPGAT1 を発現抑制













質を直接培養細胞に取り込ませる実験系が報告された 18。そこで LPGAT1 発現抑制細胞








12. LPGAT1 欠損マウスの解析 
	 最後に個体レベルで LPGAT1 の脂質代謝への寄与や機能を解析する目的で LPGAT1
欠損マウスを導入して解析を行った。CRISPR-Cas9システムにより作成されたLPGAT1
欠損マウスは活性に重要な AGPAT モチーフを含む第 3 エキソン周辺とスプライシング
サイトの欠失があり、PCR 法によりそれが確認できた（Figure 30A,B）。データベース
上では表現型として preweaning lethality, complete penetrance とあり、成体の






















• sn-1 位アシル化 LPLAT の同定 
	 私は培養細胞が内在性に強い sn-1 位アシル化 LPLAT 活性を有することを利用してそ
の分子的実体に迫った。特に LPLAL の発現抑制時の膜画分の sn-1 位アシル化 LPLAT
活性を直接評価することで sn-1 位アシル化活性を有する LPLAT 分子として LPCAT1、




たことでこのように sn-1 位アシル化活性 LPLAT の同定に到れたと考えられる。LYCAT
はすでに報告の通り LPI の sn-1 位のアシル化活性を担っていること 9,10が確認されると
ともに LPG や LPA に対する sn-1 位アシル化活性も見出した。LPCAT1 はこれまで報告
されていた LPC の sn-2 位への 16:0（パルミチン酸）導入活性に加え、LPC の sn-1 位
への 16:0導入に関して寄与が認められた。新たに活性を見出したLPGAT1はLPC、LPE、
LPS、LPG などの様々なリゾリン脂質の sn-1 位への飽和脂肪酸の導入に大きな寄与が認
められた。興味深いことにこれらの酵素は互いに特異的な寄与を示す部分と重複して寄
与を示す部分が存在した（Table 2）。例えば LPC の sn-1 位の脂肪酸導入において 18:0
（ステアリン酸）の導入活性においては LPGAT1 が活性の大部分を占め、LPCAT1 の寄
与は低い一方で 16:0（パルミチン酸）の導入活性においては LPCAT1 の寄与が認められ
るが、逆に LPGAT1 の寄与はほとんどなかった。また LPI の sn-1 位アシル化 LPLAT
活性に関してはこれらの酵素の寄与はほとんどなく LYCAT が活性の大部分を担ってい
ることがわかった。LPE や LPS の sn-1 位アシル化活性では LPGAT1 の寄与が大きかっ
た。しかしながら LPG の sn-1 位アシル化活性においてはこれら 3 つの酵素それぞれで
の寄与が認められ、重複して sn-1 位アシル化活性を担っていることがわかった。 
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	 一方で LPLAT の発現抑制を行なった時の細胞のリゾリン脂質解析の結果は膜画分中
の sn-1 位導入活性が低下しているにも関わらず変化は小さかった（Figure 10,11）。特に















された。複数の LPLAT 分子を発現抑制した時に上昇してくるリゾリン脂質と LPLAT
分子の in vitro の基質選択性が一部合致しない場合が存在した。例えば LPS に関して in 
vitroの活性ではLPGAT1は基質として認識するがLYCATは基質として認識する傾向は
低かったがこれらの LPLAT 分子を同時に発現抑制すると単独の時より 2-アシル LPS が
上昇する傾向が観察された。この現象の明確な原因は不明だが、in vitro の活性で検証で







• LPGAT1 の in vitro LPLAT 活性とリン脂質分子種形成への寄与 
	 LPGAT1は in vitroのLPLAT活性の検討では様々なリゾリン脂質（LPC、LPE、LPS、
LPG）や様々なリゾリン脂質脂肪酸分子種（16:0、18:1、18:2、20:4、22:6）を認識し
て sn-1 位アシル化 LPLAT 活性を示した。また不飽和脂肪酸型より飽和脂肪酸型
Acyl-CoA を好む傾向にあったがやや選択性はあるものの 16:0 Acyl-CoA と 18:0 





和脂肪酸を持ち、sn-1 位にステアリン酸を持つ 38:3 や 38:4 の脂肪酸分子種も増加傾向
が観察された。過剰発現系では ER 全体に局在し、一部に特徴的な局在も観察される












LPGAT1 欠損マウスを用いた解析から LPGAT1 は実際に in vivo レベルでステアリン酸
含有リン脂質形成に特異的に寄与することが明らかになった（Figure 31）ことからも
LPGAT1 のステアリン酸特異性を決定する機構の解明は LPGAT1 の機能を考える上で
も重要であると考えられる。 
 
• LPGAT1 とミトコンドリアの形態形成 















































PLA1 と sn-1 位アシル化 LPLAT による協調した脂質代謝回転そのものあるいはそれに
より形成される特定のリン脂質分子が重要であることが考えられる。本研究によりこれ





	 sn-1 位アシル化 LPLAT を担う分子として LYCAT が同定されて以来、長らく他の分
子の同定には至っておらず、sn-1 位の脂肪酸リモデリングに関する研究はほとんど進展












く不明であった sn-1 位の脂肪酸配置の生理的意義また 16:0（パルミチン酸）と 18:0（パ
ルミチン酸）の機能的違いに対して答えを得ることができるのではないかと期待される。 
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（B）18:1 LPGと18:0 Acyl-CoAのLPLAT反応により生成した36:1 PGをLC-MSで定量
（36:1 PGのアシル鎖の位置は区別していない）mockは空ベクター群








Condition 1 Condition 2 Condition 1 Condition 2
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反応（-） 反応（+） 反応（-） 反応（+）













































HEK293A/HeLa細胞の膜画分の活性（B） 2-アシル型18:1 LPCと13C16-16:0 Acyl-
CoAに対するHEK293Aの膜画分の活性（C） 2-アシル型Soy LPI（18:2優位）と16:0 


















































































































































































































































































































調製した。調製した膜画分と18:0 Acyl-CoAを2- アシル型優位18:1 LPG条件
（Condition1）あるいは1- アシル型優位18:1 LPG条件（Condition2）でLPLAT反応を行



















































18:0 LPG 18:1 LPG 18:0 LPG 18:1 LPG
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34:0 PC 36:1 PC 36:2 PC 38:4 PC 40:6 PC

























32:0 PC 34:1 PC 34:2 PC 36:4 PC 38:6 PC
















































































































































































































































































































































































































































































にmitotracker deep red でミトコンドリアを染色し、細胞を固定してFLAGに対する免
疫染色を行なった。撮影は共焦点顕微鏡で行なった。
































（A）Negative control siRNA処理（B）LPGAT1 siRNA処理



























































































































































































































































て観察。またはミトコンドリアを染色後にTriacsin C 5uM 1時間もしくはCI-976 10uM 
1時間処理後の細胞を観察した。
iPLA1γ（DDHD2）
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